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Simple Metluxl tor the EstimatUm 0/ Small Amaunl-8 0/ Cyanide in ToIxuxo Smoke and Biological Makrial8. 
A metbod ja described, whieh can be used to estimate small amounts of cyanide (O.l(J.g) in solutions and bio-
logica.1 materials. The principle of the method is based on the relativcly stahle binding of cyanide to haemo-
globin. 
Zusammenfassung. Es wird eine Methode beschrieben, welche nach dem Prinzip der Cyanhämiglobinbildung 
erlaubt, noch 0,1 /lg CN- in Lösungen und biologischem :MateriaJ quantitativ zu bestimmen. 
Für die Bestimmung von geringen Konzentrationen 
von Cyanid sind titrimetrische, polarographische, 
gas-chromatographische und colorimctrische Metho-
den bekannt, letztere werden für die Routinebestim-
mung am häufigsten venvendet. In einer übersicht, 
in welcher die Literatur bis 1962 berücksiohtigt ist, 
fordern Bark u. Higson (3] eine Verbesserung der 
vorhandenen colorimetrisohen Methoden in folgender 
Hinsicht: geringerer Zeitaufwand, Erfassung von 
Cyanid im Afikrogramm bereich als Routinemethode, 
Einführung von nicht-ca.rcinogenen Verbindungen 
bei Verwendung der Königschen Reaktion, Vorwen-
dung von Verbindungen, welche stabiler sind und 
einen höheren mola·ren Extinktionskoeffizienten be-
sitzen als Pyrazolon oder Benzidin. Die Einführung 
nicht-carcinogener Amine wurde durch die oben er-
wähnten Autoren bereits vorgenommen [4}, sie ver-
wendeten anstelle von Benzidin p-Phenylendiamin, 
die anderen Forderungen konnten bisher nicht erfüllt 
werden. 
Unsere Arbeiten auf dem Gebiet der Resorption 
von Tabakrauchbestandteilen erforderten eine schnel-
le Methode, welche die von Bark u.Higsongoforderten 
Kriterien möglichst weitgehend erfüllt. Außerdem 
sollten nur CN- -Ionen, aber nicht Thiocyanat erfaßt 
werden, insbesondere sollte die Methode auf die Be-
stimmung von Cyanid in biologischem Material an-
wendbar sein. Das Austreiben des CN- durch starkes 
Ansäuern der Probe sollte vermieden werden. 
Seit 1920 ist bekannt, daß man Hämoglobin &18 
Hämiglobin-Cyanid bestimmen kann [5]. Da das 
Hämiglobin-Cyanid ein stabiles Hämoglobinderivat 
ist, benutzten wir das Prinzip dcr Hämoglobin-
Cyanidbildung um die vorliegende Methode zu ef-
arbeiten. 
Prinzip 
Mit einem geeigneten Oxydationsmittcl wird Hämo-
globin zu Hämiglobin (Methämiglobin) oxydiert; 
dieses bildet mit Cyaniden den erwähnten stabilen 
Komplex. Anhand einer Eichkurve oder .Mitführen 
eines Standards ist die vorhandene Menge CN- zu 
ermitteln, bzw. zu errechnen. Aufgrund des Absorp-
tionsspektrums von CyanhämiglobinJösungen mit 
verschiedenen Konzentrationen wurde als optimale 
Meßwellenlänge 422 um gewählt. Die Messung dieser 




1. Rinderhiinwglobin. lyophilisierl, rein (Protea.sensubstrat 
nach Ansan, Serva., Heidelberg), Löeung: 0,034 g/100 ml 
(ca..5 · 10-- M). 
2. Natriumnitrit, p.s., Lösung: 3,45 mgJl00 ml (5, to-'i\I) 
in Aqu& bideat. 
3. 0,1 M Pho$plw.tpuller pB 6,9. 
4. KON-Lösung in Aqua. doo. :rut Anlegung von Eich-
kurven in entsprechenden Konzentrationen. 
Durchführung 
0,034 g Hämoglobin werden in NatriumnitritlÖllllDg gelöst, 
50 ml 0,1:M: Ph06phatpuffer Iluge.fügt und mit der Natrium-
nitritlösung a.uf 100 ml aufgefüllt (Hiimoglobinreagena). 
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Meßan«l~. 1. Zu 4 ml Hämoglobinreagens werden 0,5 ml 
der Probe gegeben, durchgemiBeht und 30 min bei Zimmer-
temperatur 8whengelassen. Danach 'wird nicht I!pii.ter als 
30 ruin gegen einen Ansa.tz von 4 ml ' Hämoglobinroagens 
und 0,5 rnl Aqua desto gemetll!en. 
2. Bei Bestimmung von CN- in Lösungen mit von Waeaer 
abweichender optischer Diohw miissen folgende Messungen 
durchgeführt werden, 
a) 4 ml H~O + 0,5 ml Probe gegen BIO; 
b) 4 ml Methämiglobjoreagena + 0,5 ml Probe gogen Hs0; 
b - a. = Eninktion gemäß Cyanidkom:entrntion. 
Eichkurven sind entsprechend den oben sngeluhrten Meß-
ansäkcn und den entsprechenden CyanidkolUcntrstioll8-
bereichen anzulegen. 
Zuverlässigkeit der lllethode 
1. Eichlcurve. Eine Eichkurve, z.B. für den Bereich 
von 0,1- 1,5 fJ.g CN- verläuft linear. Die Extinktion 
ist nach 30 win mindestens weitere 30 min lang 
gleich bleibend. 
2. Präziaion und Richtigkeit. Bei 10 Bestimmungen 
VOll KCN, welches Serum zugesetzt wurde, fanden wir 
0,591lg CN- ± 0,06 (x ± 28). Der Variationskoeffi-
Zoient betrug 4,87. Die gemessenen Werte entsprechen 
einer Wiederfindung von 800/ 0 , 
Bei 10 Bestimmungen von CN- im Hauptstrom-
rauch einer Zigarette fanden wir 100,5 ± 0,7 ~ CN-
(i ± 8). Der Varia.tionskoeffizient betrug 0,68. 
3. Empfindlichkeit Wie oben erwähnt, können mit 
dieser Methode noch 0,1 JJ.g CN-jO,5 ml erfaßt werden. 
4. BpeziJiläl. Eines der wesentlichsten Merkmale der 
Methode ist, da.ß Thiocyanat nicht miwrfaßt wird. 
KSCN in Konzentrationen von 0,2- 2 mg übt keinen 
Einfluß auf die Bestimmung von Cyanid (0,5 p.g/ 
0,5 ml) aus. 
Anweoduogsbeispiele und Diskussion 
Als Beispiel für die praktische Anwendung der 
Methode untersuchten wir den Geha.lt von Cyanid im 
Ha uptstromrauch von Zigaretten. Die Zigaretten 
wurden auf 23 mm Stummellänge mit Hilfe einer 
P umpe abgera.ueht (mit einer Zugdauervon 2seo/min). 
Der Rauch wurde durch eine GaswaachBaache 
geleitet, die mit 50 ml einer 0,1 N NaOH beschickt 
Tabelle. Gekale von. ON- im Hauplatromrauih _ Z1garet~n. 
Angaben in/Jg ON-lu abgerauchter Tabak 
Zigarettcntyp 
lIlaryhmd 











war. Zur Bestimmung wurden 0,5 ml der Lösung ein· 
gesetzt, die Ergebnisse sind in der Tabelle enthalten. 
Der von uns gefundene Gehalt a.n CN- im Haupt-
stromrauch stimmt größenordnungsmäßig mit den 
Werten a.nderer Autoren [2), welche mit einer auf· 
wendigeren Methodik arbeiteten, überein. Auffallend 
ist die sehr starke Schwankung zwischen den einzel-
nen Zigaretten gleicher Fertigung, dies wurde a.uch 
von Artho (2J beobachtet. Diese E rscheinung könnte 
auf die nicht opt,imale Methode der Erfassung des 
flüchtigen CN- oder auf die nicht exa.kt stcuerbare 
Pyrolyse zurückgeführt werden. 
Im Verlauf von Untersuchungen über den Thio-
eyanat:.stoffwechsel unterdemEinftußvonTahakrauch 
versuchten wir den Gehalt an freiem CN- des Serums 
von Versuchstieren nach extensiver Berauehung zu 
ermitteln. In orientierenden Versuchen konnten wir 
bei Meerschweinchen nach Berauchung mit 5 bzw. 
10 Zigaretten innerhalb von 12-25 min kein freies 
Cyanid nachweisen. 
Die Bestimmung von CN- in Gewebshowogenat.en 
nach Durchleitung von Zigarettenrauch mit der 
Methode von Aldridge [1] führte häufig zur Trübung 
der Meßansätze; die Ursache fUr diese Störung konnte 
nicht festgestellt werden. Mit der vorliegenden Me-
thode wurden keine Störungen dieser oder ähnlicher 
Art beobachtet. 
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